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© Procede de production d'un melange de giycerides enrichis en acides gamma linolenique et 
stearidonique. 
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© La presente invention a pour objet un procede de production par selection d'un melange de giycerides 
enrichis en acides gras essentiels gamma-linolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 1, 2 
ou 3, de preference 2, des giycerides ou d'une matfere grasse telle qu'une huiie vegetaie en contenant, 
caracterise en ce que : 

a) a partir d'un melange de giycerides dont certains contiennent naturellement des acides gras gamma- 
linolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 1, 2 ou 3, de preference 2, sur le glyceride, 
ou de Thuiie en contenant, on hydrolyse iedit melange ou I'huile en contenant avec une lipase dont la 
specificite est de ne pas ou difficiletnent hydrolyser le lien ester des acides gras gamma-linolenique et 
stearidonique esterifies en position 1, 2 ou 3, de preference 2, desdits giycerides et, 

b) on recupere le residu non hydrolyse de la reaction enzymatique en s^parant les acides gras libres 
produits. 

On peut citer comme lipase utile dans le procede selon Tinvention les lipases Geotrichum candidum , 
Candida cylindraces , Candida paralipolytica , Rhizopus delemar ainsi que la lipase pancreatique de pore. 
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(n-6) 
C18 :2 aclde linotfique 

I A 6 desaturase 
C18:3 acide gamma -tinolenique 
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120:3 acide dihomogi 



A 5 desaturase 




telinolenique 
drives hydraxyles 
prostacycline, thromboxane 



C20.4 acide arachidontque 




leucotrienes 
hydroxyles 



•C22:4 

I A 4 desaturase 
C22:5 



(n-3) 

C18:3 ackje «-tindenique 

I AS desaturase 
C18:4 acide stearidontque 

I » C20:A acide etcosatetraenolque 

A 5 desaturase 



:5 acide eicosapentaenoVque'TipA ) 

^C22:5 acide docosapentaenoTque (OPA) 

I & 4 desaturase 

C22:6 acide docosahexaenoique (DHA) 
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I'invention. . . ii no i^a ue et alphalinolenique, acides gras 

L'influence benefique d'une al.mentat.on riche J*2Sfltel : -famille linoleique et alpha 

parents indispensab.es des families ^ 

linolenique, est connue depuis plus.eurs annees. On a tongtemp u m q in ^ h6tjser 

fournir a rhomm. ces deux acides ^J^^^^^SS^ .-'experience montre de 
leurs derives superieurs plus insatures en C18. C20, therapeutique oft II s'avere 

pius en plus que ce n'est pas Is cas. II est des > srtuat-ons C20 ' C22 ' 

P« « sont de plus en plus 

a-dire present sous forme de triglycerides. natureile, vegetaie ou animale 

et linoleique (famille n-6). . 
De maniere non exhaustive, on peut citer pour la famille n-6 . 
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I'acide gamma-linolenique 
I'acide dihomo-gammalinolenique 
I'acide arachidonique 
i'acide docosatetraenoique 
I'acide docosapentaenoTque 



C18:3 

C20:3 

C20:4 

C22:44 

C22:5 



6,9,12 

8,11,14 

5,8,11,14 

7,10,13,16 

4,7,10,13,16 



35 et pour la famille n-3 : 
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I'acide stearidonique 
i'acide eicosapentaenoTque 
L'acide docosahexaenoTque 



C18:4 
C20:5 
C22:6 



6,9,12,15 

5,8,11,14,17 

4,7,10,13,16,19 
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En effet. les acides gras essentie.s sont necessaires pour la ^S^eTJfT^ ^ " 
regeneration^ icosano*ies ^- BE^-R^ et 

thromboxane) et lineaires (acides gras hydroxyles e t le ^" es > ■ anti . agr6gants ta ndis que la PG E2 
La prostaglandins E1 (PG E1) et la prostacychne d ^^Sn,iennent egalement dans 

et le thromboxane possedent des proprietes proagregantes. Ces .cosano.des interv.en 

la regulation de la pression arterielle. connaissent actuellement un 

is huiles vegetales de type permet de palier 

developpement spectacula.re. Uapport en ^^^^J^. {A . UZZAN, Rev. Frangaise des 
aux deficiences de I'appareil enzymatique de synthese des .cosano 

Corps Gras, 33, 10, 385-389). , a in source la dIus riche en acide 

Une fois les problemes de culture resolus parce 0 l^J^^ZZlue. Ella titre de 18 a 
gamma-linolenique. I'huile de bourrache sera sans doute la plus repandue 

25 enrichie en acide — 6nique 
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cVnl P u7d°ans e .Sre ™ ™ I*"? 1 me hydr ° lys * chimi « ue « enzymatique des triglycerides 

:s g r m :.inTS les ac,des 9ras obtenus et resynthetisant ,es «^ 
. J^zi^s^^zssr de f ~ s particu,iers °> ies acwes 9ras 

Ann HL Pr ! P w rati ° n d ' Un ? hUi ' e enrichie 90 acide 9amma-linolenique est proposes en utilisant la complexa- 
on des acides gras polyinsatures dans Puree (ACKMAN et aL. JAOCS, 65, 1, 136-138) et ta c^istaSon 
fractionnee proposee par SUZUKI (brevet WO 86/04354) \ cnstailisation 

in , C ' aS ' e • d ' en2yme a PP el4e "P ase es * connue entre autres pour hydrolyser Ies liaisons esters 

diffe?ntel t0UteS ,iPaSeS ' °" COnnalt diff6rent6S daSS9S < ui se disti "9 uent des modalites de lipolyse 

Ainsi P:E. SONNET (JAOCS, 65, 6, 900-904) distingue des • 
iSZ&'^fJg^ ,6S 9r3S ^ «• ~"» -» Prions sur ,e glycerol et 

- lipases qui hydrolysent selectivement Ies acides gras selon leur position sur le glycerol On connalt ™ 
particular des lipases 1. 3 specifiques telles que la lipase pancreatine de pore o Es Tde RMzlu! 
anW qu, hydrolysent selectivement Ies acides gras en position 1 et 3 sur l! J g'ycerof ' 
'cSS! hydr °' ySent sele ^^ment Ies acides gras selon leur nature. Ainsi. Ies lipases produites par 
Candida mgosa ou par Aspergillus niger sent connues pour hydrolyser preferentiellemen I Vac de dStaST 
parce qu'il possede une double liaisoTTiH position delta 9 ererentieiiement I ac.de ole.que. 

nr^l El* I 3 P r t S8 " te j nvention est de foumir un P^cede simplifie d'enrichissement d'une matiere 
SE ISS^^ii^ .I** ' ? g ™ interessants de^ de 

t?, d ll, ' T ,f P ° en,que te ' S que ddfinis ci "dessus en leur conservant leur position naturelle sur 
leur triglyceride d'ongme, et d'accroTtre la va.eur therapeutique preventive ou de t^T^ZZ 

^eSZZ^n^ f inVe 2 ti0n 6St dS pr0p0S9r un proc * de d'enrichissement simplifie 
nu to vegetale notamment d hu.le de bourrache enrichie en acides gamma-linolenique. 

nJt d TZ q ,' SSt ^ 13 5336 du proc6d6 obiet de la P resen te invention est la non selectivity oue 
oStL C9 2 ameS " PaSeS 3 '' a9ard de ° ertaineS P0sitions de ""saturation des acdes gr2 du subS 
3'yjnd.que Pour ces Upases I'hydrolyse se produit sauf pour certains acides gras donnes Plus prS 

si liremiJrr r ies acides gras dont ia premi§re ,iais ° n » *£• i e z es de z 

t^TSL^^T Pr8SentS ^ '' hUile Ve9 ' ta,e ( ° U 6Starifie sous forme d * Qlyceride) SSn 
delta 6), resistent a la lipolyse pour une certaine classe de lipases iposuion 

qlycerid?^^ P0Ur °T ? Pr ° C ^ de production P ar selection *™ melange de 

glycendes ennchis en acdes gras gamma-linolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 

^cSise'en ce'qur 06 * ° U «™ ^ telte en conTenS 

40 a) k partir d'un melange de glycerides dont certains contiennent naturellement de I'acide qras oamma- 
hnolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 1, 2 ou 3, de pSence 2 sTfe 

2T onl 6 T ^ 9raSS6 te " e qU ' Une hui ' e V49etale en contenant - - hydroi; S e edit m e nge 
Sn ester de^ ^71?™° "* * 6St de ne pas ou difficilem ^ hydro.y er e 

* OlierSs et, gamma-hnolenfque et stearidonique esterifiee en position 1, 2 ou 3 desdits 

^oduit? CUP ^ ' e r ' SidU hydr °' ySe de ' a r " aCt, '° n e -ymatique en separant Ies acides gras libres 
dwSSVSte'nSor"' n ° tamment ^ " Cinet ' dUe d ' hydr0 ' ySe SSt P' US ** q - P« 

p iHHH~ 
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^ro^ que ^^ s ^^Z^^ V,S - a - V ' S ^ ' a P ° Siti0n de '' aCide 9- - le 

cylindrea'^aS^flin^f ' °" PeUt , dter P ' US P articulierem «nt Geotrichum candidum , Candida 
y "" draCea ' Paral.polyt.ca . comma lipases de moisissures, on piutdtei^i 2 ^idili ma 7— ~ 
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On peut selectionner ies organismes iipolytiques appropries selon Tinvention en utiiisant un milieu 
gelose contenant de la tributyrine. 

Les organismes producteurs de lipase se caractensent par un halo clair qui entoure Ies colonies 
(Robiain D. r Destain J. and Thonart Ph., Belgian Journal of Food Chemistry and Biotechnology, 44, 3, 

5 1989). Les differentes lipases sont ensuite produites en fermenteur par la culture de chacune des souches 
selectionnees. Afin de tester leur eventuelle "non-specificite" a regard de I'insaturation du substrat, on peut 
realiser des reacteurs enzymatiques comme decrit dans Texempie 1 . Neanmoins, on peut aussi mettre au 
point un test specifique pour ce type de lipase, qui remplace la production d'enzyme et la realisation des 
reacteurs. Ce test consiste a produire un substrat specifique compose d'un triglyceride ayant comme seui 

10 acide gras, celui qu'on ne veut pas hydrolyser ou plus simplement, un ester de cet acide avec un aicooi 
bien choisi. Dans ce cas, et pour autant que ce substrat soit non toxique pour la souche, les colonies 
Iipolytiques interessantes, c'est-&-dire productrices d'une lipase ayant les caracteristiques recherchees, sont 
incapables d'hydrolyser ce substrat et done de le metaboiiser. II en resulte une non ou tres faible 
croissance de ces souches sur milieu gel ose contenant le substrat specifique comme seule source de 

15 carbone. 

Toutes les huiles vegetales contenant naturellement un ou plusieurs acides gras gamma-linolenique 
et/ou stearidonique sous forme fibre ou sous forme de glycerides conviennent pour le procede selon 
Tinvention. Actuellement, sur le marche, il existe seuiement quelques huiles repondant a ce critere et 
facilement disponibles. II s'agit plus particulierement de Thuile vegetale notamment de bourrache ou de 
20 pepins de cassis pour I'acide stearidonique, et I'huiie de bourrache, I'huile d'onagre ou primrose, huiie de 
pepin de cassis pour I'acide gamma-linoleique. 

II faut egalement mentionner les huiles produites par des organismes manipules genetiquement. 

Le procede d'enrichissement selon Tinvention permet d'atteindre une teneur en acide gamma-linoleni- 
que et/ou stearidonique dans sa position naturelle sur le glyceride, par exemple, de plus du double de sa 
25 valeur initiate. Ainsi, de fagon tres avantageuse, la quantite journaliere d'acide gras present par le 
nutritionniste peut §tre augmentee sans modifier le volume de la prise, ou la biodisponibilite de I'acide gras. 

Dans un mode de realisation particulier du procede selon Tinvention, ia lipase est mise en solution dans 
un tampon et agitee en presence du melange de glycerides ou de I'huile a enrichir. 

Le choix de la solution tampon se fonde sur Tanaiyse des courbes decrivant Tactivite de Tenzyme en 
30 fonction du pH et de la stabilite de Tenzyme a un pH donne au cours du temps. La lipase est mise en 
solution dans un tampon a un pH donne oCi son activite et sa stability sont optima. En general, le pH est 
compris entre 3 et 10. 

Avantageusement, la reaction d'hydrolyse doit etre stoppee et le residu non hydroiyse recupere lorsque 
le temps optimum est atteint au-dela duquel Thydrolyse se produit aussi sur ies insaturations en position 
35 autre. 

A titre d'exemples non limitatifs de conception du reacteur utile pour le procede selon Tinvention, celui- 
ci comportera 50 % de Thuile choisie comme substrat et 50 % de la solution enzymatique, au lieu de la 
reaction. 

L'ensemble sera de preference agite et thermostatise a la temperature optimale de Tenzyme reatisant 
40 le compromis le plus avantageux entre Tactivite et la stabilite enzymatique optimales, en general entre 15 et 
65° C. 

La matiere grasse obtenue apres en general 2 a 6 heures de reaction est fraction nee en melange de 
glycerides d'une part, et en acide gras libre d'autre part. 

La separation des acides gras libres des glycerides peut se faire par solubilisation des acides gras 
45 libres en phase aqueuse par saponification, par exemple par KOH. 

L'ajout de KOH est alors realisee dans des conditions douces afin de s'assurer que seuls les acides 
gras libres, e'est-a-dire non esterifies au glycerol sont saponifies et solubilises dans la phase aqueuse. Les 
glycerides non touches par cette reaction demeurent dans la phase organique. Les fractions ainsi obtenues 
sont analysees en chromatographie en phase gazeuse apres transesterification au MeOH/BF 3 . Les compo- 
50 sitions en acides gras sont ainsi reveiees. 

La quantite d'enzymes a introduce dans le reacteur par gramme d'huile a hydrolyser sera fonction de 
la teneur initiale de Thuile en acides gras d'interet et de Tactivite lipolytique de Tenzyme. Par exemple, 
cette concentration sera comprise entre 0,1 et 100 mgr/gr d'huile. Mai bien entendu, une quantite inferieure 
pourra etre utilisee auquel cas la reaction devra durer plus longtemps et de meme une quantite superieure ' 
55 pourra etre utilisee mais le facteur economique constitue un facteur iimitant dans ce cas ci. 

• Enfin, signalons que Thomme de Tart pourra avoir recours aux biohydrolyses en reacteur a enzymes 
immobiiisees, ou a membrane, pour permettre la separation de la fraction partiellement hydrolysee, des 
acides gras liberes. 
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La presents invention a egaiement pour objet un procede de production d'acides gras gamma- 
linolenique et/ou stearidonique iibres caracterise en ce qu'on effectue Phydrolyse par toutes methodes 
connues de I'homme de Part notamment chimique du melange giyceridique enrich! ou de la matiere grasse 
enrichie par un procede selon invention, et on recupere les acides gras libre v s. 

s La presente invention a enfin pour objet un melange de glycerides enrichis en acides gras gamma- 
iinolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 1, 2 ou 3 de preference 2 des glycerides 
ou une huile en contenant obtenu(e) par le procede selon I'invention, ou encore un melange de glycerides 
enrichis en acide gras gamma-linolenique et/ou stearidonique sous forme libre issu de Thydrolyse complete 
du melange giyceridique enrichi selon l f invention. 

10 Les acides gras gamma-iinol£nique et/ou stearidonique Iibres issus de I'hydroiyse complete du 
melange giyceridique enrichi, objet de ^invention peuvent egaiement permettre de reconstituer des 
triglycerides nouveaux caracterises par un taux elev£ d'acides gras polyinsatures en particulier en position 
2 sur le glycerol, De ce fait, ils assureront une meilleure absorption par Porganisme des acides gras Iibres 
polyinsatures et augmenteront la valeur therapeutique des huiles proposees. 

75 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront a la lumiere des exemples 
"qui vont suivre, lesquels illustrent I'invention sans toutefois la limiter. 

EXEMPLE 1 : Hydrolyse d'une huile de bourrache par la lipase de Candida cyiindracea 

20 " 

a) Determination de ractivite de la lipase 

Celle-ci est realisee par titration- directe des acides gras liberes dans le milieu. La determination se fait 
25 en presence d'un substrat specifique a Tenzyme consideree et dans des conditions rigoureusement 
definies. 

Pour rappel, une unite d'activite lipolytique (U) est !a quantite d'enzyme qui iibere un microequivaient 
d'acide gras par minute dans les conditions de Texperience. 

En ^occurence, le substrat est une emulsion realisee a partir d'une huile d'olive neutralisee et stabilisee 
30 par ajout d'une solution a 2 % de polyvinylalcool. 

L'enzyme, mise en solution dans un tampon (correspond ant a son pH optimal), est incubee durant 15 
minutes a 37° C avec le substrat. 

Apres quoi, la reaction est stoppee et les acides gras liberes sont titres par une solution de NaOH 0,05 
N en presence de phenolphtaleine. 
35 La lipase produite par Candida cyiindracea titre a 10.000 U/gr en solution dans un tampon citrate pH 
5,6. 



b) Reacteurs proprement dits 
40 ~ ' 

Le reacteur se compose a : 
50 % de la solution enzymatique 
50 % de I'huiie-substrat. 

La solution enzymatique est realisee par dissolution de 100 mgr d'enzyme dans 20 g de tampon citrate 
45 (pH 5,6). N 

Ceci correspond a une concentration enzymatique de 5 mgr enzyme/gr d'huile, soit 50 U/gr d'huile. 
Ensuite, 20 g d'huile de bourrache (a 17,7 % d'acide gamma linolenique) sont ajoutes. Uensemble est 
agite et thermostafise a 37°.C. 

Des echantillons de 1 ml de milieu sont pre I eves au bout de 0,5 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 et 6 heures afin de 
50 mesurer la valeur du DH. Apres 2, 4 et 6 heures, ces echantillons sont doubles afin de pouvoir determiner 
revolution de la teneur en acide gamma-linol§nique. 



c) Evaluation du degre d'hydrolyse 

Le calcul du degre d'hydrolyse (DH) se fait selon la formule suivante : 
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quantite d'acides gras liberes (meq) 

DH = x 100 

quantite theorique d'acides gras (meq) 

La quantite d'acides gras liberes est calculee par titrage de la matiere grasse a I'aide de soude 0,05 N. 
La quantite theorique de matiere d'acide gras est definie ainsi : > 

poids de MG dans l'echantillon 

1. x 1000 

poids moleculaire moyen des acides gras 

Le poids moleculaire moyen est calcule au depart de la composition en acides gras du substrat de 
('enzyme. 

Afin de determiner la quantite d'acides gras liberes, on preleve 1 ml d'echantillon aux temps t = 0, t = 30 
min,.t=1 heure et ainsi de suite, chaque heure durant ies six premieres heures. Un dernier echantilion est 
preleve apres une nuit afin de definir un degre d'hydrolyse proche du maximum. 

Chaque echantilion contient 50 % d'huiie, ce qui correspond approximativement a 0,5 gr. 

lis sont aiors additionnes de 9 ml d'un melange 50:50 d'alcool/acetone en vue de denaturer la lipase. 

Ensuite on titre Ies acides gras liberes par une solution 0,05 N de NaOH en presence de phenolphtalei- 
ne. Dans ces conditions, la quantite d'acides gras liberes vaut : 

[0,05 x (vol en ml de NaOH 0,05 N necessaire pour titrer Ies acides gras libres)] miiliequivalents. 

La quantite theorique presente dans 0,5 gr de matiere grasse tient compte du poids moleculaire moyen 
des acides gras de I'huile-substrat. 

Pour chacune des huiles, on calcule cette valeur au depart de la composition centesimale relative en 
acide gras. 



d ) Determination de !a teneur en acide gamma-linolenique du melange de glycerides 

A partir du melange de lipides neutres que constitue ia matiere grasse prelevee en cours de iipoiyse, 
on separe Ies acides gras libres par formation de seis hydrophiles. 

Pour ce!a, on ajoute 10 ml de EtOH a 50 % et 0,5 ml de KOH a 50 % a environ 1 gr de matiere 
grasse. Le melange est agite durant une heure a4°C. 

Apres decantation, les acides gras libres devenus hydrophiles par saponification se trouvent dans la 
phase aqueuse. 

Par contre, le melange de tri-, di- et mono-glycerides non touches par cette reaction demeure 
hydrophobe. 

li est alors recupere et soumis a une transesterification au MeOH/BF3. 

Par cette reaction, les glycerides sont hydrolyses et les residus acyls des acides gras sont transformes 
en leurs esters methyliques volatils. 

De maniere detaiilee, le melange a base de trifluorure de bore est ajoute a environ 100 mg de matiere 
grasse ainsi que 0,2 ml d'hexane. Les tubes, hermetiquement fermes, sont places au bain-marie a 70* C 
durant une heure et demi. 

Ensuite, 0,5 ml de NaCI sature et 0,2 ml d'H 2 SO* a 10 % sont ajoutes. 

Apres homogeneisation, l'echantillon est eventueliement dilue dans 5 a 10 ml d'hexane. 

L'analyse par chromatographic en phase gazeuse est alors reaiisee sur cplonne capiilaire de type FFAP 
(Free Fatty Acid Phase). 

Les resultats obtenus permettent de dresser le tableau suivant : 



55 
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Tableau 1 



Temps 


% DH 


Teneur en acide 


(heures) 




gamma-linolenique du melange 






de glycerides 


0 


0 


17,7 


0,5 


21,8 


32,0 


1 


35,9 


31,7 


2 


42,2 


39,0 


3 


46,1 


39,2 


4 


46,6 


46,9 


16 


51,3 


42,8 



15 

Les resultats du tableau 1 montrent que on atteint un taux en acide gamma-linolenique de 47 % dans la 
fraction glyceridique. 

Afin de completer cet exemple, on presents au tableau 2 la teneur en acide gamma-iinoienique de la 
fraction acides gras libres. 

20 

Tableau 2 



Temps 


% DH 


Teneur en 


(heures) 




gamma-linolenique des \ 






acides gras libres 


0 


0 


4,7 


0,5 


21 ,8 


5,7 


1 


35,9 


3,7 


2 


42,2 


3,3 


3 


46,1 


4,7 


4 


46,6 


3,8 


16 


51 ,3 


7,1 



Les faibles pourcentages en acide gamma-linolenique obtenus pour la fraction issue de la lipolyse 
confirment la difficulte avec laquelle la lipase de Candida cylindracea hydrolyse les acides gras a 
insaturation en position 6. 

40 Par aiileurs, !a teneur en acide gamma-linolenique dans la fraction glyceridique sembie atteindre un 
maximum apres 4 heures de reactions. Par la suite, Phydrolyse se poursuit puisque le DH augmente encore 
mais le pourcentage relatif d'acide gamma-linolenique diminue. Vraisembiablement la specificite a regard 
de ia position de Tinsaturation n'est pas totaie et au-dela de 4 heures, la lipase hydrolyse egalement I'acide 
gamma-linolenique. 



EXEMPLE 2 

Cet exemple est identique a Pexemple 1 si ce n'est que I'huile utilisee comme substrat de I'enzyme est 
50 une huile d'"Evening Primrose Oil" (EPO) qui titre a 9,9 % d'acide gamma-linolenique. 
Le reacteur est donc"constitue de : 
50 %. d f une solution enzymatique contenant 100 mgr de lipase produite par Candida cylindracea dans 20 g 
de tampon citrate a pH 5,6, soit une concentration de 50 U/gr d'huile 
50 % d'huile d'EPO a 9,9 % d'acide gamma-linolenique. 
55 On obtient les resultats suivants : 
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Tableau 3 





Temps 


% DH 


Teneur en acide N 


5 


(heures) 




gamma-linolenique du melange 






de glycerides 




0 


0 


9,9 




0,5 


21 ,8 


13,7 




1 


35,9 


18,3 


10 


2 


42,2 


29,8 




3 


46,1 


31 ,9 




4 


46,6 


36,4 



EXEMPLE 3 

On utilise a nouveau i'huile de bourrache. Toutefois, ceile-ci titre a 20,2 % d'acide gamma-linolenique 
(PM moyen = 269 g). La lipase est toujours celle produite par Candida cyiindracea (10.000 U/g). 

Le reacteur a done la composition suivante : 
50 % de solution enzymatique de Candida cyiindracea contenant 200 mg d'enzyme dans 20 g de tampon 
pH 5,6, soit une concentration de 100 U/gr d'huile, 
50 % d'huile de bourrache a 20,2 % d'acide gamma linolenique. 

Ces conditions donnent lieu aux resultats suivants : 

Tableau 4 



Temps 


% DH 


Teneur en gamma du 


(heures) 




melange de glycerides 


0 


0 


20,2 


0,5 


24 




1 


35 




2 


40 


38,7 


3 


49 




4 


53' 


45,8 


6 


57 


43,3 



EXEMPLE 4 

45 

On utilise une lipase produite par Candida paralipolytica. Celle-ci a une activite de 15.000 U/g a pH 7, 
soit une concentration de 100 U/gr d'huile. 

Uhuile-substrat est une huile de bourrache a 20,2 % d'acide gamma-linolenique. Ces nouvelles 
modifications constituent le reacteur suivant : 
so 50 % de solution enzymatique realisee avec 200 mgr d'enzyme dans 20 g de tampon phosphate a pH 7. 
50 % d'huile de bourrache a 20,0 % d'acide gamma linolenique. 

Les resultats sont repris dans le tableau suivant : 



55 
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Tableau 5 



Temps 


% DH 


Teneur en acide gamma 


(heures) 




linolenique du melange de 






glycerides 


0 


0 


20,2 


0,5 


3 




1 


7,5 




2 


17 


24,8 


4 


27 


26,6 


6 


32 


28,4 



Les teneurs en gamma plus faibles apres 4 heures de reaction qu'elles ne I'etaient dans i'exemple 
precedent s'expliquent par le fait que le DH atteint dans ce laps de temps est bien moins eleve avec cette 
nouvelle lipase. Toutefois, en aucun cas, la non-specificite d'hydrolyse ne peut etre mise en cause. 



EXEMPLE 5 

On utilise la lipase produite par Geotrichum candidum . Son activite lipasique atteint 8.000 U/gr a pH 7. 

La composition du reacteur est la suivante ; — ~ 
50 % de solution enzymatique a 500 mgr d'enzyme dans 20 g de tampon pH 7, solt une concentration de 
200 U/gr d'huile. 

50 % d'huile de bourrache a 20,2 % d'acide gamma (PM moyen des acides gras = 269 gr). 
Les resultats sont repris dans le tableau suivant : 

Tableau 6 



Temps 
(heures) 


% DH 


Teneur en acide 
gamma-linoienique du melange 
de glycerides 


0 


0 


20,2 


0,5 


15,3 




1 


21 ,8 




2 


30,9 


31,1 


3 


36,6 




4 


39,3 


33,5 


5 






6 


42,8 


33,8 



45 

lei encore, les vaieurs plus faibles de pourcentage en acide gamma-linolenique sont dues a une 
hydrolyse moins poussee de Phuile-substrat. 



50 EXEMPLE 6 

Apres avoir poursuivi tous nos tests en fiole de 100 ml, on a realise les reacteurs dans des cuves 
agitees de 1 litre. 

La composition est la suivante : 
55 50 % de solution enzymatique de Candida cylindracea contenant 5 gr d'enzyme dans 500 gr de tampon 
citrate pH 5,6, soit une concentration de 100 U/gr d'huile. 
50 % d'huile de bourrache. 

Les resultats sont repris au tableau 7. 

10 



EP 0 421 867 A1 



Tableau 7 





Temps 


% DH 


Teneur en acide 




(heures) 




gamma~linolenique du melange 


5 






de glycerides 




0 


0 


19,9 




0,5 


25,4 


38,2 




1 


30,8 


45,6 


10 


2 


35,4 


48,7 




3 


39,1 






4 


39,4 


46,4 




5 


41 ,0 






24 


50,3 





75 



Ces resultats sont interessants car iis montrent I'influence du scale-up sur I'efficacite de la reaction 
enzymatique. 

En effet, pour une concentration enzymatique identique a celle de i'exemple 3, on atteint 49 % d'acide 
gamma-linolenique en 2 heures et pour 38 % d'hydrolyse. 

Par ailieurs, I'exemple montre qu'au dela de ce temps optimal de reaction, la teneur en acide gamma- 
linolenique regresse au sein du melange de glycerides enrichis. 

Revendications 

1. Procede de production par selection d'un melange de glycerides enrichis en acide gras gamma- 
linolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 1 , 2 ou 3 de preference 2, des glycerides, 
ou d'une matiere grasse telle qu'une huile vegetale en contenant, caracterise en ce que : 

a) a partir d'un melange de glycerides dont certains contiennent naturellement des acides gras gamma- 
linolenique et/ou stearidonique sous forme esterifiee en position 1 , 2 ou 3 de preference en position 2 
sur le glyceride, ou de la matiere grasse en contenant, on hydrolyse ledit melange ou fa matiere grasse 
en contenant avec une lipase dont la specificite est de ne pas ou difficilement hydrolyser le lien ester 
des acides gras gamma-linolenique et stearidonique esterifies en position 1, 2 ou 3 desdits glycerides, 

b) on recupere le residu non hydrolyse de la reaction enzymatique en separant les acides gras iibres 
p rod u its. 

2. Procede de production par selection d'un melange de glycerides enrichis en acide gras gamma- 
linolenique et/ou stearidonique ou d'une matiere grasse en contenant selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que la lipase est une lipase produite par des microorganismes eucariotes tels que des lipases de 
levures et de moisissures ou des lipases produites par des organismes eucariotes superieurs teis que la 
lipase pancreatique de pore. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la lipase est produite par Geotrichum candidum , 
Candida cylindracea , Candida paralipolytica , Rhizopus delemar . 

4. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que I'huile est de Phuile de bourrache, de 
I'huile d'onagre ou primrose, de I'huile de pepin de cassis. 

5. Procede selon. Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le reacteur se compose de 
50 % en poids de la solution enzymatique, et 50 % d'huile, au lieu de la reaction. 

6. Procede de production d'acides gras gamma-linolenique et/ou stearidonique Iibres, caracterise en ce 
qu'on effectue I'hydrolyse notamment chimique du melange glyceridique enrichi ou de I'huile enrichie selon 
I'une des revendications precedentes et on recupere les acides gras Iibres. 

7. Glycerides enrichis en acides gras gamma-linelonique et/ou stearidonique Iibres ou sous forme esterifiee 
en position 1 , 2 ou 3, de preference 2, des glycerides ou acides gras gamma-linolenique et/ou stearidoni- 
que Iibres ou matiere grasse en contenant obtenu(e) par un procede selon I'une des revendication 
precedentes. 
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